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論　　文　　の　　要　　旨
　魚類は。世界の重要なタンパク資源であるが事充分食料として利用されていない。本論文の著者
は雪安価で多量に入手出来る魚タンパク質を有効に利用する方法を開発することを目的として我が
国をはじめ東南アジア地方で古くからヨ広く製造されている魚醤に注目した。この魚醤の製造にはヨ
魚の内臓中のプロティナーゼが重要な働きをしていると推定されているが、その詳細な機構は全く
不明である。本論文では、この機構を明確にする目的で，マイワシの内臓に含まれている主なプロ
ティナーゼをすべて単離しヨその性質を明らかにしている。
①幽門垂から三つのアルカリプロティナーゼの単離精製とそれらの性質
　　硫安分画ヨDEAE一セルロースによるイオン交換クロマトグラフイーおよびセファデツクスG－00
　のゲルロ過等の方法を用いて雪幽門垂より三つのアルカリプロティナーゼを純粋に単離し，それ
　ぞれアルカリプロティナーゼIヨIIおよび且I且と命名しヨこれらの酵素の均一性を電気泳動法およ
　び超遠心分析法により証明した。沈降平衡法により求めた分子量は，酵素Iが22，900ヨ酵素IIが
　28，700および酵素Inが27，OOOでありラ沈降定数は2．91（1）、3．06（11）および2．94（lll）であった。ま
　た酵素IヨHおよびII互は5，45，5，3および4．85に等電点を有し，酵素I玉，亙IIは同じようなアミノ
　酸組成を示したが酸素Iはやや異なりヨ特にリジン，バリンおよびチロシンの含量に差があった。
　　酵素IIIを抗原として作製した抗体にたいしてヨ酵素IヲH害IIIは単一な沈降線を示し，三つの
　酵素は免疫学的に共通な部分のあることが明らかとなった。至適作用pHは9．5～10であった。ミ
　ルクカゼインおよびヘモグロビンは酵素IヨnおよびII五に対する良好な基質でありうまたマイワ
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　シ筋肉蛋白質から分離した筋原繊維蛋白質，筋形質蛋自質および基質蛋白質も酵素I，工Iおよび
　I亙Iにより，よく分解された。三つの酵素はD　F　P（砒sopropy旧uorophosphate）により強く阻害
　された。このことから。三つの酵素はセリンプロティナーゼの範田壽に入ることが示された。さら
　に，酵素II且はTLCK（W介tosy1一し玉ysi巫e　ch1oromethy1ket㎝e）により強く阻害された。酵素II
　はTPCK（Wφ一tosy1－L－Phe町王a1ani鵬ch王oromethy1ketone）により阻害された。また酵素IIIは
　トリプシンの合成基質として知られているBAA（benzoy1一孤gini鵬a㎜ide）、BAEE（ルbenzoy1一
　・arginine　ethy1ester）およびTAME（tosy亘一arginine鵬thy1ester）をよく水解したが雪これと
　は反対にラ酵素IとIIはこれらの基質をほとんど水解しなかった。しかしラ酵素IIはα一キモトリ
　プシンの合成基質として知られているATEE（〃一acety工一tWosine　ethy1ester）をウシスイ臓α一キ
　モトリプシンの約五／2の速度で水解した。これらの結果からヨ酵素HおよびIIIはそれぞれアニオ
　ニックα一キモトリプシンあるいはアニオニックトリプシン様酵素であるものと考えられた。一
　方害酵素IはラIIとIIIの中間的な性質を示し特異的な酵素であった。
　　以上の結果からヨ酵素I，I亙およびI玉Iの活性申心ヨ分子量および沈降定数は哺乳動物その他の
　起源のトリプシンやα一キモトリプシンに類似していることが明らかとなった。しかしヨいずれも
　弱酸性側に等電点を有し害酸性側では不安定であり，ウシスイ臓カチオニックα一キモトリプシン
　やトリプシンとは、これらの点で害異なった性質を示した。
②胃から二つの酸性プロティナーゼの単離精製とその性質
　　硫安分画法ヨCMセルロースおよびセファデックスG－！00等を用いて，胃より二つの酸性プロ
　ティナーゼを単離し事それぞれ酸性プロティナーゼエおよびIIと命名した。酵素の均一性を電気
　泳動法および超遠心分析法により証明した。分子量は酵素Iが37，000，nが33，400でありラ沈降
　定数は3．06（夏）および3．09（ll）であった。また酵素IおよびIIのアミノ酸組成はヒスチジンラアル
　ギニン，スレオニンヨセリンおよびプロリンを除いて同じようであった。酵素Iは酸性プロティ
　ナーゼの主体であり、その至適作用PHはヘモグロビンに対して3～4であった。ヘモグロビンお
　よびミオグロビンは二つの酵素に対して良好な基質であった。酵素IおよびHはペプスタチンヨ
　DAN（diazoacety1・DL－R0r呈eucinemethy玉ester）ラEPNP（五ヨ2・epoxy－3（力・nitrophe篶oxy）
　prop狐e）およびB　P　B（bromophe蝸cy丑bro㎜亘de）により不活性化された。DANおよびEPNP
　で不活性化されることから，酵素IとI亙の活性中心には二つのカルボキシノレ基が含まれているこ
　とが示された。分子量，沈降定数および活性中心などの分子としての諸性質および至適作用pHや
　酵素安定性など酵素としての性質においてヨ酵素IおよびIIはブタペプシンに類似していた。し
　かしラ動物や微生物の酸性プロティナーゼとは明らかにいくつかの点で異なっていた。まず第一
　にラ酵素IとIIはペプシンの特異的な合成基質であるAPDT（ルacety1－L・Phe町1a王狐y王・3ヨ5
　－diiodo－L・tyros虹e）をほとんど水解せずヨブタペプシンの主体をなしているペプシンAとは異なっ
　ておりラペプシンCやヒトガストリシンおよびカツオペプシンに類似していた。第二にヨ酵素I
　およびnのアミノ酸組成はペプシンAやCと異なっており，特に塩基性アミノ酸，芳香族アミノ
　酸および水酸基を含有するアミノ酸に違いがあった。以上の結果より，魚の酸性プロティナーゼ
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　は、基本的には他の種の酸性プロティナーゼに類似しているが守アミノ酸組成や基質特異性の点
　で異なっていることが明らかとなった。
③高濃度の食塩存在下におけるアルカリおよび酸性プロティナーゼの諸性質
　　魚醤は20～25％の食塩存在下で害魚自身の有するプロティナーゼの作用により、魚肉より製造
　されている。そこでヨマイワシの幽門垂および胃より単離精製された三つのアルカリプロティナー
　ゼおよび二つの酸性プロティナーゼの安定性および蛋白分解作用に及ぼす食塩の影響について検
　討した。その結果ラアルカリプロテイナーゼIは5～10％の食塩存在下でPH7で30℃骨24時間の
　処理後も安定であった。しかし，15％以上の食塩処理後では不安定であった。一方，アルカリプ
　ロティナーゼnおよびIIIは20～25％の食塩処理後でも安定であった。
　　酸性プロテイナーゼIは5～20％の食塩存在下でPH5で30℃ヨ24時問の処理後も安定であった
　がラ25％の食塩処理後では不安定であった。しかしヨ酸性プロティナーゼIIは25％の食塩処理後
　でも安定であった。
　　一方アルカリおよび酸性プロティナーゼはいずれも15～20％の食塩の存在によりヨその分解活
　性は著しく阻害された。しかしヨその阻害の程度は基質により異なっていた。
　　以上の結果から，アルカリプロティナーゼIIIおよび酸性プロティナーゼIが高濃度の食塩存在
　下でも安定であることが明らかとなった。これらの酵素が魚肉蛋白の可溶化においてヨ主体的な
　役割を果たしていることが示唆された。
審　　査　　の　　要　　旨
　我が国を含む多くの国々においてヨ水産資源は重要なタンパク資源であるが，魚類についての生
化学的研究は少なくラ特に，プロティナーゼに関する研究は少ない。魚のタンパク質の有効利用上ラ
心要な生化学的な基盤を確立するために争本論文では単一魚種の消化器管から分泌されるプロティ
ナーゼを系統的に分離し，その主要なもの（3つのアルカリプロティナーゼと2つの酸性プロティ
ナーゼ）をすべて純粋に精製し、その酵素的ならびに物理学的な諸性質を、詳細にわたり明らかに
した。特に酵素の免疫的性質等の解明にみられるようにう現在、可能な生化学的アプローチをすべ
て駆便してラ酵素の生化学的性質の解明をおこなっている。さらにラ実際にこれらの魚の酵素を使
用してヨ短期間に高晶質の魚醤を製造するために，高濃度の食塩存在下における純粋な酵素の挙動
も明らかにした。これらの知見は害魚醤製造のために有効であるだけでなくヨ魚類タンパク質やそ
のプロティナーゼの多方面への利用の可能性を示唆している。これら一連の研究は寄魚類のプロティ
ナーゼの生化学的研究として高く評価できる。
　よって，著者は農学博士の学位を受えるに十分な資格を有するものと認める。
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